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ABSTRAK 
Ketersediaan obat sintetik untuk peng-
obatan penyakit HIV sangat terbatas, 
sehingga diperlukan pengembangan meto-
de analisis Phorbol 13-decanoate (derivat 
phorbol ester) dalam ekstrak metanol dan 
petroleum eter biji kemalakian (Croton 
tiglium) sebagai obat alternatif. Penelitian 
ini merupakan studi pendahuluan isolasi 
derivat phorbol ester dengan teknik solid 
phase extraction (SPE) sebagai bahan aktif 
penghambat proliferasi human immuno-
deficiency (HIV). Biji kemalakian dikoleksi 
dari Kebun Percobaan Balittro dan dieks-
traksi dengan metanol dan petroleum eter 
kemudian ekstrak dimurnikan dengan 
menggunakan cartridge C18 dan dielusi 
dengan masing-masing pelarutnya. Hasil 
masing-masing elusi dikeringkan dengan 
alat rotary evaporator dan dispotkan pada 
plat kromatografi lapis tipis (KLT silika gel 
60 F254). Hasil konfirmasi metode dengan 
uji perolehan kembali menunjukkan cukup 
baik, yaitu 125 dan 115% dengan 3 
ulangan dari masing-masing ekstrak. 
Kandungan Phorbol 13-decanoate dalam 
ekstrak metanol dan ekstrak petroleum 
eter masing-masing 2.500 dan 115 ppm. 
Kata kunci : Analisis phorbol 13-decanoate, 
biji Croton tiglium, SPE, obat 
herbal HIV 
 
 
 
 
ABSTRACT 
Preliminary study on purification 
of Croton tiglium seed extract by 
solid phase extraction technique 
(SPE)  
The availability of several chemical drugs 
for HIV medication is very limited, 
therefore developing method for analysis 
of phorbol 13-decanoate in methanol 
extract of Croton tiglium seeds was 
needed to provide as alternative drug. 
The aim of this study was to isolate 
phorbol ester derivatives using solid 
phase extraction (SPE) technique to 
inhibit the proliferation of human 
immunodeficiency virus (HIV). The croton 
seeds were collected from IMACRI’s 
Experimental Station. The seeds were 
extracted in methanol and petroleum 
ether, purified using cartridge C18 (solid 
phase extraction, SPE), and eluted with 
their solvent. The effluents were dried by 
rotary-evaporator and spotted on thin 
layer chromatography (TLC, silica gel 60 
F254). The average of recovery test 
showed good results (125 and 115%) in 
triplicate for each extract. The contents of 
phorbol 13-decanoate in methanol and 
petroleum ether extracts were 2,500 and 
115 ppm. 
Key words : Phorbol 13-decanoate analysis, 
Croton tiglium seed, SPE, HIV 
herbal medicine 
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PENDAHULUAN 
Tanaman kemalakian (Croton 
tiglium) termasuk golongan famili 
Euphorbiaceae, mudah tumbuh di 
daerah tropis dan dalam kurun waktu 
enam bulan sampai satu tahun sudah 
berbunga (berbuah). Penyebarannya 
cukup luas mulai dari daerah Asia 
tropis ke India, ke New Guinea dan 
Jawa, ke bagian utara Indonesia, dan 
ke China (Heyne 1987). 
Semua bagian tanaman kema-
lakian mempunyai rasa pedas (sebagai 
ciri atau karakteristiknya) dan dapat 
menyebabkan radang dan pembeng-
kakan di mulut, tenggorokan, dan bibir 
terutama asal bagian bijinya (Heyne 
1987). Menurut Goel et al. (2007), 
phorbol ester bersifat toksik pada 
hewan dengan target utama pada sel 
membran, yaitu dengan cara menem-
pel pada reseptor membran fosfolipid 
dan mengaktivasi enzim protein kinase 
(PKC). Hal ini akan memicu proliferasi 
sel sehingga terjadi peradangan dan 
memicu pertumbuhan sel tunas (karsi-
nogenik). Pada kasus kematian gajah 
di Bengkulu (akhir tahun 2006), hasil 
pengamatan patologi anatominya 
menunjukkan pembengkakan pada 
rongga mulut serta pendarahan usus, 
ternyata isi lambungnya mengandung 
phorbol 13-decanoate (phorbol ester) 
yang merupakan bahan aktif tanaman 
C. tiglium (Yuningsih 2006). Toksiknya 
senyawa phorbol ester dalam biji 
kemalakian tersebut, maka jumlah biji 
dapat digunakan sebagai ukuran dosis 
letal. Dosis letal untuk manusia dan 
kuda hanya diperlukan masing-masing 
4 biji dan 15 biji (Pettit 1977). 
Sementara itu hasil ekstrak petroleum 
eter atau pengepresan biji yang di-
kenal dengan nama minyak kroton 
bersifat jauh lebih toksik dan mengan-
dung phorbol 12 tiglate 13–decanoate 
(phorbol ester) yang penggunannya 
sebagai pestisida cukup efektif (Duke, 
1983). Minyak kroton bersifat seperti 
racun insektisida nikotin sulfat 
(Deshmukh and Borle 1975) dan 
bersifat lebih efektif dari insektisida 
Derris extract (List dan Horhammer 
1979). 
Beberapa hasil penelitian 
menyebutkan bahwa phorbol ester 
atau derivatnya dalam biji kemalakian 
dapat digunakan untuk pengobatan 
penyakit cytopathic, penyakit yang 
disebabkan oleh beberapa macam 
infeksi virus seperti HIV dan AIDS 
(acquired immunodeficiency syn-
drome) (El-Mekkawy et al. 2000; 
Nakamura 2004; Wender et al. 2008). 
Hasil penelitian dari El-Mekkawy et al. 
(2000) menunjukkan, bahwa 12-O-
Acetylphorbol-13-decanoate dan 12-
O-decanoylphorbol-13-(2-methylbuty-
rate), derivat phorbol ester asal 
ekstrak metanol biji Croton tiglium 
efektif menghambat cytopathic effect 
(CPE) HIV (Human Immunodeficiency 
Virus) masing-masing pada konsen-
trasi inhibisi 7,6 dan 7,81 ug/ml dan 
konsentrasi cytotoxic minimum 62,5 
dan 31,3 ug/ml. 
Penyakit AIDS disebabkan oleh 
virus HIV yang merupakan ancaman 
bagi kesehatan manusia di dunia. 
Setiap tahun hampir 1 juta manusia di 
India dan kurang lebih 10 juta 
manusia di dunia terinfeksi HIV (Desai 
et al. 2009). Apabila tidak ada upaya 
penanggulangannya di Indonesia, 
maka jumlah kasus HIV pada tahun 
2010 akan meningkat menjadi 
400.000 dengan kematian 100.000 
orang (Susilawati 2009). Sementara 
itu upaya medik dalam menemukan 
obat  alternatif  bagi  pengobatan HIV  
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tersebut masih terbatas. Beberapa 
penelitian mengenai tanaman yang 
dapat menghambat pertumbuhan virus 
HIV (yaitu kunyit, lidah buaya, sam-
biloto, dan meniran) diperkirakan bisa 
digunakan sebagai obat anti HIV 
(Susilawati 2009). Menurut Gambari 
dan Lampronti (2006), bahwa proli-
ferasi HIV dapat dihambat dengan cara 
memutus mata rantai pertumbuhannya 
melalui beberapa tahap, yaitu virus-cell 
fusion, virus absorption reverse tran-
scription, integration, dan proteolytic 
cleavage. 
Menurut El-Mekkawy et al. 
(2000), derivat phorbol ester 12-O-
Acetylphorbol-13-decanoate dan 12-O-
decanoylphorbol-13-(2-methylbutyrate 
phorbol 13-decanoate dapat diisolasi 
dari ekstrak metanol biji kemalakian. 
Namun demikian, uji spektroskopi 
derivat tersebut masih menunjukkan 
adanya spot ikutan, sehingga diperlu-
kan pengembangan metode isolasinya 
dengan teknik SPE. 
Tujuan penelitian ini adalah 
mengembangkan metode isolasi deri-
vat phorbol ester dengan teknik SPE 
yang merupakan studi awal dalam 
pemurnian ekstrak biji kemalakian 
untuk obat anti HIV. 
BAHAN DAN METODE 
Bahan kimia yang diperlukan 
yaitu petroleum eter (PE), metanol 
(MeOH), aseton, kloroform, eter, dan 
powder standar phorbol 13-decanoate. 
Bahan lainnya berupa cartridge C18, 
plat kromatografi lapis tipis (KLT) Silika 
gel 60 F254, dan bahan pemeriksaan biji 
kemalakian diperoleh dari Kebun Per-
cobaan Balai Penelitian Tanaman Obat 
dan Aromatik, Bogor (Gambar 1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 1. Tanaman kemalakian 
(Croton tiglium) 
Figure 1. Croton tiglium plant  
Persiapan bahan 
Biji dikupas dengan hati-hati 
(terasa panas dan pedih) untuk 
mengeluarkan daging bijinya. Daging 
biji dihaluskan dengan menggunakan 
alat blender hingga diperoleh powder 
(serbuk) kemalakian (PK). 
Analisis phorbol 13-decanoate 
dalam ekstrak MeOH dan ekstrak 
PE 
Preparasi ekstrak MeOH dan 
ekstrak PE 
Ekstrak MeOH dan ekstrak PE 
dibuat dengan mencampurkan 5 g PK 
dengan 100 ml MeOH atau 100 ml PE, 
lalu dikocok selama 1 jam dengan 
shaker dan disaring. Kemudian filtrat-
nya diuapkan dengan rotary evapo-
rator sampai volume mencapai 2 ml. 
Seleksi pelarut pengembang plat 
KLT 
Larutan standar phorbol 13-
decanoate (PD) dispot (1 ul) dengan 
konsentrasi 1.000 ppm pada 3 plat 
KLT. Masing-masing plat dikembang-
kan dalam campuran kloroform dan 
metanol (60:40), campuran PE dan 
eter (90:10) dan eter 100%, kemu-
dian PD dideteksi di bawah UV 
dengan panjang gelombang 254 nm. 
Standar PD dispot (1 ul) 
dengan konsentrasi 1.000 ug/ml se-
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banyak 5 kali ulangan pada plat yang 
berbeda dan masing-masing plat 
dikembangkan dalam pelarut eter 
100%. PD dideteksi (dengan cara 
seperti telah dijelaskan sebelumnya) 
dan dihitung nilai Rf dari PD tersebut. 
Ekstrak MeOH (2 ul), ekstrak PE (2 ul), 
dan standar PD (2 ul dengan kon-
sentrasi 100 ug/ml)  dispot  sebagai 
pembanding pada plat, dikembangkan 
dalam pelarut eter 100%, dan dila-
kukan deteksi PD. Percobaan dilakukan 
dalam 3 kali ulangan. 
Pemurnian ekstrak dengan 
cartridge C18 (teknik Solid Phase 
Extraction, SPE) 
Untuk ekstrak MeOH, cartridge 
C18 dikondisikan dengan 5 ml cam-
puran MeOH dan H2O (1:1). Ekstrak 
MeOH (2 ml) dimasukkan ke dalam 
cartridge lalu dicuci dengan 2 ml H2O 
dan dielusi dengan 10 ml MeOH. Untuk 
ekstrak PE (berupa minyak), cartridge 
C18 dikondisikan dengan 5 ml cam-
puran aseton dan H2O (1:1). Satu ml 
minyak dihomogenkan dengan 9 ml 
aseton, diambil 1 ml lalu dimasukkan 
ke dalam cartridge. Cartridge dicuci 
dengan 2 ml aseton 10%, kemudian 
dielusi dengan 10 ml aseton. Masing-
masing eluen diuapkan dan hasil resi-
du yang terbentuk dilarutkan dengan 
masing-masing pelarutnya, kemudian 
dispot pada plat KLT, dan dilakukan 
deteksi PD. 
Konfirmasi hasil pemurnian 
ekstrak 
Uji perolehan kembali PD di-
lakukan dengan cara memasukkan 2 
ml MeOH (blanko) yang telah di-
tambahkan 100 ug standar PD (100 ul 
dengan konsentrasi 1.000 ug/ml) ke 
dalam cartridge C18 yang telah dikon-
disikan. Begitu juga untuk ekstrak PE 
dengan menggunakan 1 ml minyak 
kelapa (blanko) yang telah ditam-
bahkan 100 ug standar PD. Pemur-
nian dilakukan seperti pada sampel 
minyak. Kedua eluen diuapkan dan 
PD dideteksi untuk menentukan pro-
sentase uji perolehan kembali. Detek-
si PD dilakukan dalam kedua ekstrak 
MeOH dan ekstrak PE biji kemalakian 
tersebut. Konfirmasi pemurnian dila-
kukan dalam 3 kali ulangan. 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Pengembangan metode 
Pelarut pengembang plat KLT 
Setelah dicoba pengembangan 
plat dalam 3 macam pelarut, yaitu 
campuran kloroform dan MeOH (60: 
40), campuran PE dan eter (90:10), 
dan eter 100%, ternyata pelarut eter 
100% dapat memisahkan PD (Tabel 
1) dengan nilai Rf yang hampir sama 
(Tabel 2). Hasil ini sesuai dengan 
pendapat Stahl dan Jork (1969) bah-
wa eter 100% salah satu dari 6 ma-
cam pelarut pengembang plat KLT 
yang dapat memisahkan grup phorbol 
ester. 
Tabel 1. Hasil pengamatan spot stan 
dar phorbol 13-decanoate 
(KLT silika gel 60 F254) 
dalam 3 macam pelarut 
Table 1. Observation results on stan-
dard spot of phorbol 13- 
decanoate in 3 types of 
solvent 
No. 
plat 
Larutan pengem-
bang/Developing 
solvent 
Hasil pengamat-
an spot/ Spot 
observation result 
1. Kloroform : 
MeOH = 60:40 
tidak terjadi 
pemisahan  
2. Pe : E = 90:10 tidak terjadi 
pemisahan 
3. Eter 100% terjadi pemisahan 
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Berdasarkan Tabel 2, bahwa 
nilai Rf hampir sama dari 5 ulangan 
spot dengan rata-rata simpangan 
0,011. Hal tersebut memenuhi kriteria 
ketepatan nilai Rf yang diterima, yaitu 
nilai simpangan harus ≤0,05 (Reich 
and Schibli 2008). 
Tabel 2. Rata-rata nilai simpangan Rf 
dari 5 ulangan spot phorbol 
13-decanoate dengan pela-
rut eter 100% (KLT silika gel 
60 F254) 
Table 2. Averaged deviation value of 5 
Rf spots of phorbol 13-
decanoate in 100% eter 
solvent  
Ulangan spot/ 
Replication spot  
Nilai Rf phorbol 13- 
decanoate/Rf value 
1 0,777 
2 0,739 
3 0,753 
4 0,753 
5 0,739 
Rata-rata Rf 0,750 
Rata-rata 
simpangan Rf 
0,011 
 
Setelah dilakukan spot dari 
kedua ekstrak MeOH dan PE pada plat 
KLT dengan pelarut pengembang eter 
100% dihasilkan 3 spot yang terdiri 
atas 1 spot dengan Rf sama dengan 
standar PD yang menunjukkan positif 
PD dan 2 spot lainnya yang kemung-
kinan berupa senyawa phorbol ester. 
Hal ini juga dikemukakan oleh El-
Mekkawy et al. (2000), bahwa 5 phor-
bol diester bersama-sama dengan 3 
phorbol ester dari hasil isolasi ekstrak 
MeOH biji C. tiglium dan derivat [(12-
O-Acetylphorbol-13 decanoate dan 12-
O-decanoyl phorbol 13-(2-methyl-
butyrate)] yang dapat menghambat 
cytopathic effect (CPE) HIV pada sel 
MT-4 dan keaktifan protein kinase C 
(PKC). 
Pemurnian ekstrak dengan 
menggunakan cartridge (teknik 
SPE) 
Senyawa phorbol ester larut 
dalam MeOH (polar), sehingga digu-
nakan cartridge yang non polar 
(cartridge C18) yang telah dikon-
disikan. Cartridge ini akan mengikat 
phorbol ester, kemudian dilepaskan 
setelah dielusi dengan MeOH. 
Pengamatan spot pada KLT menun-
jukkan spot yang lebih bersih (tidak 
ada spot ikutan). Begitu juga pada 
sampel minyak, spot yang dihasilkan 
lebih bersih (Gambar 2) setelah 
minyak dijadikan polar lebih dahulu, 
dengan cara melarutkannya dengan 
aseton (polar) dan cartridge C18 pada 
kondisi tertentu. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 2. Kromatogram KLT dari 
ekstrak metanol dan 
petroleum eter biji kema-
lakian 
Figure 2. Thin layer chromatogram of 
methanol and petroleum 
ether extracts of Croton 
tiglium seed 
 
Keterangan/Note : 
S : spot standar/standard spot  
EM : spot ekstrak MeOH/spot of MeOH extract 
EP : spot ekstrak PE/spot of PE extract 
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Konfirmasi pemurnian dengan 
teknik SPE 
Ketepatan metode pemurnian 
dengan penggunaan cartridge terse-
but dapat dikonfirmasi dengan uji 
perolehan kembali yaitu penambahan 
standar PD ke dalam MeOH dan 
minyak kelapa (ekstrak PE tidak 
mengandung PD) sebagai blanko. Hasil 
uji perolehan kembali menunjukkan 
rata-rata 125 dan 115% dari 3 ulangan 
penambahan standar PD ke dalam 
MeOH dan minyak kelapa (Tabel 3) 
dan mendekati kisaran kriteria uji 
perolehan kembali yang dapat diterima 
(80-120%) (Antic et al. 2007). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Analisis PD dalam kedua eks-
trak MeOH dan PE biji kemalakian 
masing-masing 2.500 dan 115 ppm 
(Tabel 4). Spot yang dihasilkan cukup 
bersih dan terdiri atas 3 spot, yaitu 
spot phorbol ester (spot 1 dan 2) dan 
spot standar PD (spot 3) (Gambar 2). 
Kandungan PD dalam ekstrak 
MeOH jauh lebih tinggi dibandingkan 
dengan ekstrak PE, karena sifat kepo-
laran PD yang sama dengan MeOH, 
sedangkan PE bersifat non polar. 
Phorbol ester bersifat polar karena 7 
senyawa ester yang terdapat dalam 
biji kemalakian tersebut terdiri dari 
struktur beberapa gugus OH 
(Seawright et al. 1984). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabel 3. Hasil uji perolehan kembali phorbol 13-decanoate sebagai konfirmasi 
pemurnian dengan teknik SPE 
Table 3. Recovery results of purification confirmation test of phorbol 13-
decanoate using SPE technique 
 
Macam ekstrak/ 
Extractant 
Konsentrasi phorbol 
13-decanoate yang 
ditambahkan/ 
Addition of 13-
decanoate (µg) 
Hasil uji perolehan 
kembali (µg)/ 
Recovery result 
(µg) 
Hasil uji perolehan 
kembali (%)/ 
Recovery result 
(%) 
Rata- rata 
(%)/ 
Averaged 
value (%) 
Metanol 100 125 125  
 100 125 125 125 
 100 125 125  
     
Petroleum eter  100 125 125  
(minyak) 100 110 110 115 
 100 110 110  
     
 
Tabel 4. Kadar phorbol 13-decanoate dalam ekstrak metanol dan petroleum eter 
biji kemalakian dengan teknik SPE 
Table 4. Phorbol 13-decanoate content in methanol and PE extracts of C. tiglium 
seed using SPE technique  
Macam ekstrak biji 
kemalakian/Type of seed 
extract 
Kadar phorbol 13- decanoate/Phorbol content (ppm) 
Ulangan/Replication Rata-rata/ 
Averaged value 1 2 3 
Metanol 2.500 2.500 2.500 2.500 
Petroleum eter (PE) 110 110 125 115 
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Walaupun kandungan PD dalam 
ekstrak PE (minyak) cukup rendah 
tetapi dapat diperoleh dengan cara 
yang lebih murah (biji dipres dengan 
tekanan tinggi). 
KESIMPULAN DAN SARAN 
Metode isolasi dengan teknik 
SPE (cartridge C18) memberikan hasil 
yang cukup baik dengan perolehan 
kembali phorbol 13-decanoate 125 dan 
115% (ekstrak metanol dan ekstrak 
petroleum eter) dan diperoleh hasil 
spot yang murni (tidak ada ikutan). 
Kandungan porbol 13-decanoate dalam 
ekstrak metanol dan ekstrak petroleum 
eter masing-masing 2.500 dan 115 
ppm. 
Penelitian lanjutan diperlukan 
untuk mendapatkan karakteristik deri-
vat phorbol ester 12-O-Acetylphorbol-
13 decanoate dan 12-O-decanoyl 
phorbol 13-(2-methylbutyrate) hasil 
isolasi phorbol 13-decanoate dari eks-
trak MeOH dan PE biji kemalakian 
dengan menggunakan metode SPE 
sebagai studi pendahuluan untuk 
bahan obat anti HIV-1. 
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